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(57) La pr^sente invention conceme le domaine de 
la prevention du cancer, et en particulier des cancers 
colorectaux. Plus particulidrement, I'invention porte sur 
rutilisation de lupulones, pour la preparation tfune com- 
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tes anonnates au niveau de la muqueuse du cdlon d'un 
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Description 

[0001] Lapresente invention conceme ledomaine de la prevention du cancer, at en particulierdes cancers colorectaux. 
[0002] Les cancers du cdlon et du rectum sont ta seconde cause de dec^s par cancer dans les pays d^velopp^s, 

5 avec 945 000 cas/an et 452 000 d^c^s/an dans le monde (OMS 2003). En France cela repr^sente environ 36 000 cas/an 
avec un taux de survie sur 5 ana de 40-50%, soit 1 6 000 d6c6s par an. Le risque de cancer colorectal est comparable 
chez les hommes et chez les femmes et, ^ 70 ans, environ 1 personne sur 25 aura et6 atteinte. 
[0003] Aujourd'hui, la stratdgie thdrapeutique est bas^e sur la chirurgie et une chlmlothSrapie palliative k base de 5- 
FU moduli par i'acide folinique en association avec t'irinot^n ou le methotrexate. R^cemment, I'association 5-FU/ 

10 oxallplatlne a repu I'agrement de la FDA aux Etats-Unis pour le traitement en premiere ligne du cancer colorectal 
m6tastatique, malgr6 une neurotoxicity av6r6e. Le mauvais pronostique du cancer colorectal est (16 ^ un diagnostic 
pose tardivement ce qui est d'autant plus regrettable que ie developpement de ce cancer s'etend sur plusieurs ann^es, 
voire dizaines d*ann6es. Ce developpement est initie par I'apparition de l6sions precanc^reuses, qui sont d'abord des 
foyers de cryptes hyperprolif eratives, ou foyers de cryptes anomnales (FCA). au niveau de la muqueuse colique. Certains 

15 de ces FCA se transfomnent progressivement en polypes, lesqueis peuvent 6ventuellement d6g6nerer ensuite en tu- 
meurs. It est clair qu'un d^pistage pr^coce, au niveau des lesions pr^cancereuses, et leur traitement, pemriettrait une 
intervention bien plus efflcace. Cette longue p6riode de « transition » des 16sions pr6canc6reuses vers des tumeurs 
invasives off re en effet une large fenStre d'intervention pour toute action pharmacologique visant ^ pr6venir ou k frelner 
cette progression. De fait, le cancer colorectal parait partlcutierement bien indiqud pour ie developpement de strategies 

20 de chimioprevention. A I'heure actuelle. les premiers essais (vitamins D + Calcium, aspirine, celecoxib etc...) ont d'ores 
et de]^ ete conduits avec des resuitats decevants pour certains (vitamine D -i- Calcium) et plus encourageants pour 
d'autres (celecoxib, aspirine), mals ces resuitats doivent encore §tre confinnes et affines. D'autres essais sont en cours 
et cette voie de recherche d6diee ^ la chimioprevention du cancer colorectal est aujourd'hui en pleine expansion. 
[0004] Dans la recherche de nouveaux composes utilisables en chimioprevention, certains constituants vegetaux 

25 off rent des pistes interessantes. Des etudes experimentales montrent en effet que certains microconstltuants presents 
dans ralimentation, en particulier ceux apportes par les vegetaux, poun^aient avoir une action preventive sur le processus 
de la cancerogenese (Wattenberg L.W., 1 992, Inhibition of carcinogenesis by minor dietary constituents. Cancer Res. 
52, 7suppl. 2085-2091 ). Selon les composes testes, un effet protecteur peut etre observe solt durant la phase d'initiation. 
soit durant la phase de promotion et de progression du developpement tumoral. Les mecanismes d'action possibles 

30 des phytoconstituants sont multiples, lis peuvent agir sur des cibles genomiques, en modulant I'expression de genes 
specifiques, par exemple en agissant sur la methytation de TADN, sur I'acetylation des histones. lis peuvent egalement 
interagir directement sur certaines proteines regulatrices, des enzymes ou d'autres substances endo- ou exogenes 
(Wattenberg L.W., supra; Wargovich M.J. et al., 2000, Efficacy of potential chemopreventlve agents on rat colon aberrant 
crypt fomnation and progression. Carcinogenesis 21 , 6: 11 49-55). Ces phytoconstituants peuvent avoir des repercussions 

35 sur de nombreuses voles metaboliques, sur le statut redox, sur la transduction de signaux Inten/enant dans le contrOle 
de la proliferation et de la mort cellulaire (Wattenberg L.W., supra). 

[0005] Dans ce contexte, les inventeurs ont etudie les proprietes de differents constituants isoies d'extraits issus de 
la filiere brassicote. Des etudes preiiminaires sur des cellules en culture ont permis de mettre en evidence une activite 
antiproliferative importante de deux constituants des extraits prepares h partir de cdnes de houbion (resines a et p). 

40 [0006] Les resines p ou luputones conrespondent h des acides phenoliques alicycliques, differant des resines a ou 
humulones par la presence d'une chalne isoprenyle ^ la place d'un fonction hydroxyte acide. Ces resines, appeiees 
aussi acides a et % sont synthetisees exclusivement par les cdnes de houbion (Humulus lupulus L, Cannabaceae), 
Elles existent naturellement sous 5 formes differentes, selon la longueur de la chaine laterale (co : iso-butyroyle ; n : 
iso-vaieroyle ; ad : methyl 2-butyroyle; pre : isopentoyle ; post : proplonoyle), les fomies co- et n- etant majoritalres. 

^5 [0007] Des extraits de houbion prepares par COg supercritique concentrent ces resines a et p, tres lipophiles. Ces 
extraits concentres sont utilises par Tindustrie brassicole, qui les ajoute au cours de la cuisson du mout pour apporter 
arome et amertume ^ la biere. Les lupulones, contralrement aux humulones, ne se retrouvent pas dans la bifere mais 
sont piegees tors de la centrifugation du mout dans le "trouble whirlpool", qui est une matiere de consistance boueuse 
contenant des proteines coaguiees et des residus de houbion et constitue actuetiement un dechet industriel. 

so [0008] Les resuitats experlmentaux present6s ci-dessous, obtenus sur un modfele animal de cancer du cdlon, montrent 
le potentiel anticancerogene des lupulones, qui inhibent la phase d'initiation du cancer (fonnation de foyers de cryptes 
anomnales, ou FCA), mais egalement les phases ulterteures (la transfomiation des FCA en polypes, et la transition des 
polypes en tumeurs). 

[0009] La presente invention porte done en premier lieu sur rutilisation de lupulones, pour la preparation d'une com- 
55 position destinee k inhiber la fonnation de foyers de cryptes anormales au niveau de la muqueuse du cdlon d'un 
mammifere. Selon cet aspect de I'lnvention, it s'agit done d'inhiber la phase inrtiale du processus qui conduit k la formation 
de tumeurs du cdlon. Cette prevention des phases trfes pr6coces peut etre particulierement avantageuse chez des sujets 
qui presentent des facteurs de risque de cancer du cdlon, notamment chez des sujets jeunes, en particulier ceux ayant 
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des antecedents familiaux de cancer du cdlon ou une predisposition gendtique teile que la polypose addnomateuse 

famlliale ou le syndrome de Lynch. 

[001 0] Dans le cadre de la pr^sente invention, on entend par "iupulones" aussi bien les lupulones naturelies extraltes 
du houbton, que des lupulones produites par synthase chimique ou par hemisynthese. L'invention peut etre mise en 

5 oeuvre avec une foime particuli^re de lupulone purifiee (en partlculler i'une des trois formes nfiajorltaires : n-iupulone, 
colupulone ou adiupulone). ou avec un melange de plusieurs formes de lupulones. En outre, les lupulones etant tr^s 
sensibles a I'oxydation etpeu solubles dans Teau, il peut etre avantageux, pourmettre en oeuvre la presente invention, 
d'utiliser un derive acttf des lupulones. Des tels derives peuvent etre obtenus, par exemple. en ajoutant des substituants 
au niveau des fonctions pseudo-pjienoliques des differentes formes lupulones, sans toucher d I'integrite de la structure 

10 de ia lupulone, afin d'obtenir des composes prodrogues qui pourraient etre retransfonnes en luputone par des enzymes 
du type esterases ou hydrolases presentes dans te tube digestif. Dans la suite dece texte, le ternie "lupulones" designera 
egalement de tels derives actifs des lupulones. A titre d'exemples de tels derives, on peut citer le monoacetate et des 
mono acides obtenus avec I'acide succinique ou gtutarique comme represente sur les schemes prdsentes ^ la figure 1. 
[001 1 ] Selon un autre aspect de ('invention, les lupulones sont utilisees pour la preparation d'une composition destinee 

15 ^ inhiber la fomnation de polypes au niveau de la muqueuse du cdlon d'un mammifere. Outre les categories de sujets 
mentlonnees ci-dessus (ayant des antecedents familiaux et/ou une predisposition genetique au cancer du cdlon), les 
sujets presentant dej& des foyers de cryptes anormales peuvent tres avantageusement beneficier d'un traitement par 
une composition selon cet aspect de I'tnvention, ainsi que les patients presentant un antecedent de polypectomie ou 
d'exerese tumorals au niveau colique. ou les personnes dgees, notamment celtes de plus de 65 ans ayant un mode de 

20 vie sedentaire et/ou une alimentation riche en viandes et pauvre en fruits et legumes. 

[0012] La presente invention porte egalement sur {'utilisation de lupulones, pour la preparation d'une composition 
destinee ^ inhiber la cancerisation de polypes presents au niveau de la muqueuse du colon d'un mammifere. Bien 
entendu, cette indication vise en particulier les personnes dont on sait ou on suspecte qu'elles ont des polypes coliques. 
[0013] Ainsi. la presente invention conceme i' utilisation de lupulones pour preparer une composition destinee ^prevenir 

25 les tumours colorectales, en particulier chez des individus presentant un ou plusieurs des facteurs de risque suivants : 

- antecedents familiaux de cancer du cdlon ; 

- predisposition genetique telle que la polypose adenomateuse familiate ou le syndrome dis Lynch ; 
lesions precancereuses au niveau du cdlon; 

30 - antecedent de polypectomie ou d'exerese tumorale au niveau colique; 

age superieur k 65 ans combine ^ un mode de vie sedentaire et/ou k une alimentation riche en viandes et pauvre 
en fruits et legumes. 

[001 4] Selon une mise en oeuvre particuliere de invention, les lupulones sont utilisees sous f onne d'extrait du Irouble 

^ whirlpool" obtenu dans le precede de fabrication de la biere. 

[001 5] Selon un aspect particulier de l'invention, les lupulones sont utilisees dans une composition nutraceutique telle 
qu'un aliment fonctionnel ou un complement alimentaire. Par 'aliment fonctlonnel", on entend une preparation alimentaire 
a consommer comme un aliment nonnal bien qu'elle procure des benefices superieurs a la nutrition classique. Un aliment 
fonctionnel comprenant des lupulones, ou enrichi en lupulones. fait egalement partie integrante de la presnete invention. 

40 A titre d'exemples non limitatifs d'aliments fonctionnels selon Tinvention, on peut cIter les jus de foiits, sodas et autres 
boissons sans alcool, les produits ^ base de cereales, les yaourts et preparations lactees, les ban-es chocolatees, la 
margarine et autres matieres grasses k tartiner, les biscuits, etc. 

[001 6] Des complements alimentalres comportant des lupulones font egalement partie de la presente invention. Ces 
complements peuvent se presenter, par exemple. sous fomrie de geiules, poudres ou comprimes. Bien entendu. ils 
45 peuvent contenir d'autres principes actifs, tels que de la vitamine D. du calcium, du magnesium, etc. 

[001 7] Alternativement, les lupulones peuvent etre utilisees, dans le cadre de la presente invention, pour la preparation 
d'un medicament. 

[0018] De fa9on avantageuse. les compositions fabriquees dans le cadre de l'invention sont fomiuiees de fa9on k 
permettre i'administratlon d'environ 30 mg/m^ de lupulones par jour au mammifere & traiter. En particulier. lorsque iedit 
so mammifere est un humain. la composition peut dtre fomiuiee pour pennettre i'administratlon de lupulones, en 1 d 3 
prises quotldiennes. d raison de 10 ^ 100 mg/jour, de preference 30 ^ 50 mg/jour. 

[0019] Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront des 
examples experimentaux ci-dessous. et des figures annexees. 

55 LEGENDE DES FIGURES 

[0020] 
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Figure 1 : 1 A : formules d^velopp^es des humulones et des iupulones. IB: schema repr^sentatif des reactions 
permettant d'obtenir du mono-ac6tate ou un mono-acide de luputone. 

Figure 2 : croissance de cellules SW620 en culture, en presence de diff^rentes concentrations de Iupulones Issues 
du trouble Whirlpool. 

5 Figure 3 : Phases de la cancdrogendse colique apres induction par un canc^rog^ne chlmique (AOM) chez le rat 

(modele de cancers sporadiques du colon). Les Innages ont ^t^ obtenues par coloration au bleu de m^thyl^ne et 
observation au microscope optique (X5). 

Figure 4 : Nombre total de cryptes ou de foyers observes apr§s 6 semaines de traitement. 
Figure 5: Nombre de foyers de cryptes hyperprolif6ratives/cm. apr^s 7 mols de traitement 
10 Figure 6 : 6A : Nombre de tumeurs dans chacun des trols groupes d'anlmaux apr6s 7 mois de traitement. 6B : 
Repartition et volume des tumeurs dans les animaux de cheque groupe. 

EXEIVIPLES 

Exemple 1 : Prptocole de recuperation des resines B (lupuiones) a partlr du trouble whirlpool Issu de la fillere 
brassicole 

[0021 ] Le "trouble whirlpool" est prSlev^ des usines de production (Soddtd Brasseries Kronenbourg) et imm^diatement 
congeie (-SOX) pour en faciliter le stockage. 

20 [0022] Un aliquot est dteongel^ d temperature amblante. 500 grammes sont preiev^s et addrtionnes de 1 litre d'eau 
d6mln6ralis6e dans un recipient prot6g6 de la lumiere. Le melange est agite k I'aide d'un agitateur magnetique a 400t/min 
durant 15 minutes, ^ temperature amblante. Le melange homogeneise est reparti equltablement dans des godets de 
centrifugation legferement opaques, de forte contenance (max 750 ml) et ^ couvercle vissable. Aprfes equilibrage des 
poids des godets, its sont centrifuges entre 200 et 300 g, pendant 1 0 min ^ 1 5X. Les surnageants sont ecartes. Cette 

25 operation est effectuee Jusqu'd ce que les eaux de lavages solent parfaitement claires et llmpides. Un minimum de trols 
lavages successifs k Teau distiliee est necessaire. 

[0023] Chaque culot de centrifugation obtenu est additionne de 250 ml d'ethanol pur, quallte CLHP (chromatographle 
liquide haute perfomnance). A I'aide d'une spatule rigide en Inox, le "trouble whirlpool" qui adhere au fond du godet est 
detache. Une fois le couvercle du godet revisse, le godet est agite energiquement pendant 1 ^ 2 min pour homogeneiser 

30 la solution. Les godets sont mis k centrifuge r ^ 200 & 300 g pendant 1 5 min ^ 1 5^C. Cette operation est effectuee jusqu'i 
ce que les surnageants solent parfaitement incolores. Un minimum de trols extractions successives est necessaire. 
[0024] Les surnageants reunls constituent le melange de lupuiones, constitue majoritairement de co-lupulone et de 
n-lupulone. Ce melange est filtre sous vide, d I'aide d'un verre fritte de porosite 2-3 ^an, k I'abri de la lumiere. II est 
ensuite rapidement transvase dans un ballon opaque puis concentre k sec, sous presslon reduite, en ne depassant pas 

35 30°C. A la fin de {'evaporation, la solution prend I'aspect d'une suspension blanchdtre dans laquelle precipitent de petites 
boulettes marron fonce. 

[0025] Cette solution concentree est reprise dans un faible volume tfeau deminerallsee (40-50 ml) et e I'aide d'une 
spatule inox, I'extrait lipophile est decroche des parois du ballon. Le melange est ensuite transvase dans un tube d 
centrifuger. puis centrifuge entre 200 et 300 g pendant 10 min, k 15*'C. Le surnageant est eiimine. 
40 [0026] Un aliquot du culot est repris dans du methanol et imm6diatement analyse par CLHP (chromatographie liquide 
haute performance) pour verifier I'absence de degradation des lupuiones. Si I'absence d'hulupones (produits d'oxydation 
des lupuiones) est confinnee, le culot est ensuite consen/e e -30°C. 

[0027] II sera decongeie k temperature amblante et k I'abri de la lumiere, puis immediatement utilise (preparation de 
solutions extemporanees). 

45 [0028] Le rendement massique moyen est de 0.8 % soit 8g de lupuiones recuperees k partir d* 1 kg de "trouble 
whirlpool". Leurdegre de purete relatif (A^/onm) ^^t d'au minimum 80%. 

Exemple 2 1 Effets des lupuiones sur la proliferation de cellules in vitro 

50 [0029] L'effet des lupuiones et d'autres composes issus du houblon a ete teste dans un premier temps sur 4 lignees 
cellulaires humalnes de cancer colique ou colorectal : HT29, CaCo-2, SW280 et SW620. 

[0030] Les principaux constituants des extraits prepares k partir de canes de houblon et recherches par I'industrie 
brassicole pour leurs quaiites aromatlques et amerisantes (resines a et P) presentent une activite antiproliferative su- 
perieure aux autres constituants naturals etudies. En partlculler, les lupuiones presentent d'excellents resultats. Le 
55 Tableau 1 ci-dessous montre les resultats obtenus sur les cellules CaCo-2. 
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Tableau 1 : effet de diff^rents extraits sur la croissance des cellules CaCo-2 



5 



Echantlllons 


Teneurs moyennes dans 
la bi^re 


P.M. 


% puretd 


IC50 M-M 


IC5Q )i,g/ml 




humulones: a-acldes ... 
%nH + ...%coH 


0,5mg/L 


355 


74 


22,5 


8 




humulones = a-acldes 
85%nH + 12%coH 


97 


12,7 


4.5 


Resines a 


isohumulones: iso-a- 
acides isocoH + isoH -i- 
isoadH 


15mg/L 


538 


64,5 


28 


15 




tetrahydro- 
isohumulones: 
tetrahydro-lsocoH + 
isoadH 


3mg/L 


360 


97,9 


11.1 


4 


R^sines p 


lupulones = ^ acides 
35%nL+25%coL 


Whirlpool 


407 


60 


11 


4.5 




xanthohumol 




354 


>95 


10 


3.5 


Polyphenols 


naring^nine 


0.04-4mg/L 


272 


>95 




25 




S'pi^nyl-naring^nine 




340 


95 


20,6 


7 



[0031] Une inhibition de croissance de 50% a en effet et6 observ^e avec tes lupulones k la concentration de 1 1 m,M. 
Les inventeurs ont en outre d^montr^ que ces effets anti-prolif6ratifs sont dus a I'activation d'un processus de mort 
programmee dans ces cellules, indult par les lupulones (alteration du cycle cellulaire, activation de caspases, fragmen- 
tation de I'ADN). 

[0032] L'effet des hulupones, produit de degradation des lupulones, est moins important, puisque pources composes, 
testes sur les cellules CaCo-2, IC50 = 20^,g/ml. 

[0033] La figure 2 montre I'effet de difterentes concentrations de lupulones issues du trouble Whirlpool sur la croissance 
de cellules SW620 en culture. Pour ces cellules, la concentration entrainant une inhibition de croissance de 50% est 
de 8,5 (ig/ml. 

Exemple 3 : Effets des lupulones sur la formation de lesions precancereusea 

[0034] Les effets des lupulones ont ensuite et6 testes dans un module animal de cancerogenese colorectal. Ce 
modfele reproduit en un an les difterentes etapes de la canc6rogenese colorectale observ6e chez I'homme qui se 
deroulent sur une periods de plusieurs dizaines d'annees dans les cas de cancers colorectaux sporadiques qui repre- 
sentent plus de 80% des cas. 

[0035] Des rats Wistar adultes d'un poids de 230-250g (n=1 2) ont regu par vole intraperitoneale une injection d'azoxy- 
methane(AOM : 15mg/l(gde poids corporel), unefoisparsemainependant2semalnes, dans le but d'initierun processus 
de cancerogen^se colorectale. La figure 3 illustre les dtfferentes phases de la cancerogenese colique apres induction 
par I'AOM chez le rat, en absence de traitement 

[0036] Une semaine apres la demiere injection d'AOM. les animaux ont ete repartis aieatoirement en 3 groupes de 
6 animaux. 

[0037] Les groupes experimentaux ont re9U comme bolsson une solution contenant 0.01 % ou 0.005% (V/V) de I'extrait 
lupulone dans de I'ethanol k 1 % (VN) et 0.001 % d'acide ascorbique (VA/). Cette solution a et6 renouvel6e tous les jours 
pendant la periode experimentale (6 semaines). Le groupe AOM-contr6le a re9u 1 % d'6thanol et 0.001% d'acide 
ascorbique dans les memes conditions. L'ethanol favorise la dissolution des lupulones et I'acide ascorbique (Vitamine 
C) est un antioxydant puissant pennettant d'evrter Toxydation et la degradation des lupulones. 
[0038] La consommatlon moyenne quotidienne de lupulones, pour le groupe ayant re9u la solution de Textrait lupulone 
la plus diluee, est de 5 mg/kg de poids corporel, soit 30 mg/m^. 

[0039] Six semaines apr^s le debut du traitement avec les lupulones, le cdlon a ete preieve sous anesthesie. La 
mesure de cryptes anomfiales hyperprolif6ratives (precancereuses) a ete realisee dans la moiti6 distale du cdlon (lon- 
gueur du segment 5-6 cm). Le segment preieve a ete lave dans une solution de NaCi 0.9%, ouvert longitudinalement 
puis epingie d plat (face muqueuse sur le dessus) au fond d'une boite de Petri et immerge dans une solution Krebs 
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Ringer contenant 4% de formaldehyde. Pour Tanalyse, le segment a 6t6 plac6 pendant 5-10 min dans une solution de 
bleu de methylene k 0.5% pour coloration, puis rinc6 dans une solution de Krebs Bing6 et ptac^ sur une lame de y/erre 
pour observation. Le segment a 6t6 observe au microscope optique (grossissement 5X) et le nombre de foyers de 
cryptes aberrantes a etd comptd. Les critdres retenus pour ^identification des cryptes aberrantes hyperproliferatives 
5 sont: (a) un ^paississement du contour de la crypte, (b) sa dilatation, (c) la formation de foyers contenant plusieurs 
cryptes anormales (d) une retention de la coloration li6e k la presence d'amas celluiaires (figure 3A). 
[0040] Les resultats illustres dans la figure 4 demontrent que Tadministration de iuputones induit une diminution de 
prte de 50% du nombre de lesions prScanc^reuses dans la muqueuse du cdlon. 

^0 Exemple 4 : Effets des lupuiones sur la fomiatton de tumeurs colorectales 

[0041] Dans une experience compl6mentaire, les effets des lupuiones ont 6t6 testes dans le mdme module de can- 
c6rogenese colorectale, mais a un stade plus avanc6 du processus canc^reux, Comme d6crit pr6cedemment, une 
semaine apr^s la dernidre Injection d'AOM, les animaux ont 6te r^partis al^atoirement en 3 groupes de 6 animaux. 

IS [0042] Les 3 groupes de rats ont 6t6 trattes dans les m§mes conditions que pr^cedemment, k ceci pr6s que les teneurs 
en lupuiones administr6es aux deux groupes exp6rimentaux 6taient plus faibles : 0.001 % et 0.005% au lieu de 0.005% 
et 0.01% et que la solution d'6thanol utllis6e pour dissoudre les lupuiones (groupes exp6rimentaux) et adnninistr6e 
6galement au groupe contr6le, est une solution k 0,5% et non 1%. L'admlnlstration de lupuiones a 6t6 r6alis6e comme 
pr^c^demment et a 6t6 prolongde pendant une dur^e totale de 7 mois« pdrlode k laqueile les animaux traits par t'AOM 

20 dSveloppent des tumeurs. 

[0043] Le suivi de revolution ponderale des animaux n'a montr6 aucune variation significative de poids entre le groupe 
contrdle et les groupes experimentaux. et une absence totale de toxicity des lupuiones administr6es dans ces conditions. 
[0044] Pour suivre revolution des polypes et leur transfomriation en ad6nocarcinome sans sacrifier les animaux, les 
inventeurs ont utilise une technique originate de colonoscopie virtuelle par un scanner pemiettant, par un systeme 

25 d'acqulsition anatomique, d'obtenlr de Vrks bonnes resolutions Qusqu'd 27 pjr\) tout en assurant une synchronisation 
sur lecycle respiratoire (iVIicro-CTscannerX, \n\tek, San Diego, USA). Tout comme lors d'une colonoscopie chez I'homme, 
des produits de contraste qui pemnettent de differender les tissus sains des tissus pathologiques ont ete utilises. Cette 
technique pemiet de detecter la presence (ou I'absence) de polypes et de tumeurs dans le cdlon chez un animal vivant 
et de suivre {'evolution tumorale dans le temps. 

30 [0045] La figure 5 montre le nombre de foyers cryptiques aben-ants presents par centimetre dans le segment terminal 
du colon. Une reduction de 50 % du nombre de foyers est obsen/ee, ce qui confimie les resultats obtenus precedemment 
k un stade plus precoce. 

[0046] II apparatt en outre que la taille des foyers de cryptes hyperproliferatives est en moyenne plus basse chez les 
animaux traites par les lupuiones que chez les animaux temoins, et qu'on obsen/e 2k 4 fois moins de foyers de grande 
35 taiiie (fomies par plus de 1 0 cryptes) chez les animaux traites que chez les animaux temoins (Tableau 2). 



Tableau 2 : Dimension des foyers (nombre de cryptes/foyer) 
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4 cryptes 
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8±2 


18±5 


16±2 


13±1 


6±1 


39±7 


12±3 


0.001% 


11±1 


21 ±2 


21 ±2 


13±1 


9±1 


24±3 


6±1 


0,005% 


12±3 


22+2 


17±2 


15±2 


10±2 


22±6 


3±1 



[0047] De plus, on observe apres 7 mois un effet inhibiteur particulierement important des lupuiones sur la formation 
des tumeurs. Une analyse du nombre de tumeurs presentes dans ia totalite du cdlon montre qu'un total de 8 tumeurs 
est denombre dans les cdtons des rats AOM-contrdles alors qu'une seuie tumeur est detectee dans chacun des groupes 
de rats traites avec les lupuiones (figure 6A). Une analyse du nombre et de la taille des tumeurs dans le colon de chaque 
animal est particulierement reveiatrice des proprietes anticancerogenes des lupuiones sur la muqueuse colique. Des 
tumeurs sont ainsi presentes dans 4 rats sur 6 (67%), dont 2 tumeurs superieurs ^120 mm^ dans le groupe AOM- 
contrdle, alors qu'un seul rat sur 6 (20%) presente une tumeur dans chacun des groupes traites par les lupuiones, ia 
tumeur en question etant de taille moyenne (85 mm^) ou petite (25 mm^ (figure 68). 

[0048] Ces resultats montrent clairement que dans le modeie de rat utilise ici, les lupuiones inhibent la formation des 
polypes k la concentration de 4 mg/kg/j. Pour obtenir un dosage equivalent, chez I'homme, la consommation joumaliere 
devrait etre de 30 d 50 mg (soit environ 30 mg/m^). 
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Revendlcatlons 

1. Utilisation de lupuiones, pour ia preparation d'une composition destinde k inhiber ia formation de foyers de cryptes 
anomiaies au niveau de la muqueuse du cdlon d*un mammif^re. 

2. Utilisation de lupulones, pour la preparation d*une composition destin^e k inhiber ia f omnation de polypes au niveau 
de la muqueuse du cdlon d'un mammifdre. 

3. Utilisation de lupulones, pour la preparation d'une composition destinee k inhiber la cancerisation de polypes presents 
au niveau de la muqueuse du cdlon d'un mammifere. 

4. Utilisation selon Tune quelconquedes revendications 1 a 3, pourta preparation d'une composition destlnee aprevenir 
les tumeurs colorectales, caracterlsee en ce que ladite composition est destlnee k etre admlnistree a des individus 
presentant un ou piusieurs des facteurs de risque suivants : 

- antecedents f amiliaux de cancer du cdlon; 

- predisposition genetique telle que la polypose ad6nomateuse familiale ou le syndrome de Lynch ; 

- lesions precancereuses au niveau du cdlon; 

- antecedent de polypectomie ou d'exerese tumorals au niveau coiique; 

' dge superieur k 65 ans combine k un mode de vie sedentalre et/ou d una alimentation riche en viandes et 
pauvre en fmits et legumes. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 h 4, caracterlsee en ce que les lupulones sont utllisees 
sous fomne d'extrait du trouble whirtpool qui est obtenu dans le procede de fabrication de la biere. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k S, caracterlsee en ce que iadlte composition est un 
aliment fonctionnel comprenant des lupulones. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, caracterlsee en ce que ladite composition est un 
complement alimentaire. 

8. Utilisation selon t'une quelconque des revendications 1 d 5, caracterlsee en ce que tadrte composition est un 
medicament. 

9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 k 8, caractdrisee en ce que Isdlt mammifere est un humain. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterlsee en ce que ia composition est fomnuiee pour pemiettre I'adminls- 
tratlon, en 1 ^ 3 prises quotidiennes. de 1 0 & 1 00 mg /jour, de preference 30 k 50 mg/jour. 
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Apres 6 semaines 
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Apres 8-12 mois 
Figure 3C 




10 



EP1 938 828 A1 



Nbre de Foyers de cryptes hyperproliferatives / cm 




Temoins 

Lupulones 0.001% 
Lupulones 0.005% 



30% -50% 
Figure 5 



Nombre de tumeurs 

f 

■ ^ 

f 
f 



I I Temoins 

I 1 Lupulones 0.001% 

^1 Lupulones 0.005% 




Figure 6A 



11 



EP 1 938 828 A1 




E 
E 

2 
o 

E 

3 

o 

E 

3 
O 
> 



770:J 

115:1 

105:1 
9(^1 

3(F> 

1(^1 



o o 
o 



Tdmoins 



Lup. O.OOI'X 
Figure 6B 



rrmr- 

Lup. 0.005% 



12 



EP1 938828A1 



Off lc« 9urop^ 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numdro de la demande 

EP Q7 29 1547 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^gorie 



elation du document aveo indication, an cas de besoin, 
des parties pertinentes 



R«vendlcation 
conoemie 



CLA8SEUENT0E LA 
DEMANDE (IPC) 



WO 20G5/053249 A (METAPROTEOMICS LLC [US]; 

BABISH JOHN G [US]) 

18 mai 2006 (2006-05-18) 

* alin^as [0028], [0064]; tableaux 2,3 * 



WO 03/000185 A (METAPROTEOMICS LLC [US]; 
BABISH JOHN G [US]; HOWELL M TERRENCE 
[US]) 3 Janvier 2003 (2003-01-03) 

* page 2, ligne 11,12 * 

* page 8, ligne 21 - ligne 23; 
revendi cation 8 * 

* page 10, ligne .9,16 * 



1-10 



1-10 



WO 97/31630 A (UNIV MINNESOTA [US]; NUTTER 
LOUISE [US]; NGO EMILY 0 [US]; MANNERING 
G) 4 septembre 1997 (1997-09-04) 

* page 3, ligne 8-10; revendications 1,9 * 

* page 5, ligne 8 * 

* page 8, ligne 20 - ligne 24 * 



1-10 



rat 



NOZAWA HAJIME ET AL: "Cancer 
chemopreventive effects of beer hop 
(Humulus lupulus L.) on experimental 
colonic carcinogenesis and its 
physiological functions in vitro." 
CANCER EPIDEMIOLOGY BIOMARKERS & 
PREVENTION, 

vol. 12, no. 11 Part 2, 

novembre 2003 (2003-11), page 1317s, 

XP009087322 

& SECOND ANNUAL AACR INTERNATIONAL 
CONFERENCE ON FRONTIERS IN CANCER 
PREVENTION RESEARCH : GENETICS, R; 
PHOENIX, ARIZONA, USA; OCTOBER 26-30, 2003 
ISSN: 1055-9965 
* le document en en tier * 



1-10 



-/■ 



Le present rapport a MiA 6iabi\ pour toutss lea revencScations 



INV. 

A51K36/185 
A61K31/122 
A23L1/29 
A61P35/O0 



D0MAINE8 TECHNIQUES 
RECHERCHE9 (IPC) 



A61K 



Oatt d'achAvvrrwnt de la recherch* 

3 mars 2008 



Munich 



Exarrinalvur 

Bochelen, Damien 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : pailfou86rement pertinent & lul eeul 

Y : pajticuliiremont pertinent en eombnaiton ovee un 

autre doQumenl de ta m*fne coiegarie 
A : flniftr»plan teohnotogique 
0 : dmilgatiDn nan-terto 



T : thterie ou prindpe li la tMie de rmvention 
E : dooumerrt de brnvet anteritur, imis ptMie e la 

dole de d6p6t ou aprte oette dote 
D : eiti dans la demande 
L : cite pour d'atitree raiaone 



& : membredela meme tamtDe, dooumsnt oorretpondant 



13 



EP 1938 828 A1 



omce europeen 
(tea brev«te 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numdro de la demanda 

EP 07 29 1547 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^gorie 



Citation du document aveo indication, en cas de 
des parties pertlnentea 



R ndioobon 
cone«m6« 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDE {IPC) 



CHEN WEI -JEN ET AL: "Mechanisms of cancer 

chemopre vent ion by hop bitter acids (beer 

aroma) through induction of apoptosis 

mediated by Fas and caspase cascades." 

JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD 

CHEMISTRY, 

vol . 52, no. 1, 

1 janvier 2004 (2004-01-01), pages 55-64, 
XP002444O86 
ISSN: 0021-8561 
* page 57 * 



1-10 



US 2002/031594 Al (ONO MIYOKO [JP] ET AL) 
14 mars 2002 (2002-03-14) 
* le document en entier * 



1-10 



DOMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHE8 (IPC) 



Le present rapport a 4tabli pour toutee lea revendjcations 



Lieu de la 

Munich 



Oaled'ach^snwnt de la recheieie 

3 mars 2008 



Examinaleiir 

Bochelen, Damien 



CATEGORIE DES DOCUMENTS CrTES 

X : partieuOiremflnt pertinent h. iui a«ul 

Y : partioulidrenient pertinent en ooinbinaiMMi ovtto im 

outre dooument de la mftme oat^oria 
A : arriire-plan teohnobgiqua 
O : divulgation non-dorito 
P : document intercalaire 



T : throne ou prinaipe 6 la base de rinvention 
E : document de brevet anierieur, male piiilia & la 

dale de d^t ou oprte cette data 
D : oit6 dana la damande 
L : oiM pour tfautrea raiaora 



& '. mambiB de la mfline fafnitot dooument oorreBpondanl 



14 



EP1 938 828A1 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 
RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET EUROPEEN NO. 



EP 07 29 1547 



La prdsenta annexe indicpje les membres de la famille do brevets relatifa aux dooumente breveta dtda dans le rapport de 
recherche europ^nne visd ci-desaua. 

Lesdits members sont contenua au fichier informatique de I'Of fice europeen des brevets k ia dale du 

Lea renseignements foumis sont donnes h titre indicatif et n'engagent pas la responsabilit^ de I'Office europeen des brevets. 

03-03-2008 



Document brevet cit6 


Datede 




Membre(8) da la 


Oatade 


au rapport de recherche 


pubiication 




famille de brevet^a) 


puUicatian 


WO 2006053249 A 


18-05 -Pftfifi 


All 
nU 










CA 


2587539 Al 


18-05-2006 






EP 


1817941 A2 


15-08-2007 






KR 


20070086079 A 


27-08-2007 


wo 03000185 A 


03-01-2003 


CA 


2450478 Al 


03-01-2003 






EP 


1423132 A2 


02-06-2004 






JP 


2004534806 T 


18-11-2004 






NZ 


530213 A 


27-01-2006 






US 


2003113393 Al 


19-06-2003 






US 


2007172532 Al 


26-07-2007 






US 


2003008021 Al 


09-01-2003 


WO 9731630 A 


04-09-1997 


CA 


2247370 Al 


04-09-1997 






EP 


0885003 Al 


23-12-1998 






JP 


2000505474 T 


09-05-2000 






US 


6313178 Bl 


06-11-2001 






US 


5827895 A 


27-10-1998 



US 2002031594 Al 14-03-2002 AUCUN 



Pour tout renseignement oonoemant cette annexe : voir Journal Officiel de rOffioe europeen des brevets, No. 12/82 



15 



EP 1 938 828 A1 



REFERENCES CITEES DANS LA DESCRIPTION 

Cette liste de r^Mrences citees par !e demandeur vise unlquement k aider le iecteur et ne fait pas partie du document 
de brevet europ^en. M§me si le plus grand soin a et6 accord6 k sa conception, des erreurs ou des omissions ne 
peuvent dtre exciues et iVEB decline toute responsabitit6 k cet 6gard. 



LItterature non-brevet citee dans la description 

• WATTENBERG LW. Inhibition of carcinogenesis by • WARGOVICH M. J et al. Efficacy of potential chem- 
minor dietary constituents. Cancer Res., 1992, vol. opreventive agents on rat colon aberrant crypt for- 

52 (7), 2085-2091 [0004J mation and progression. Carcinogenesis, 2000, vol. 

21 (6). 1149-55(0004] 



16 



